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Työn tarkoituksena oli kloonata Bacítlus subtíþ -bakteerin hengitysketjun
terminaalista sytokromi øa.-oksidaasia koodaavat geenit ja sekvensoida ne.
Bakteereilla on usean tyyppisiä terminaalisia oksidaaseja, joista sytokromi øa3-
oksidaasi muistuttaa ãutã.yoottisolun entsyymiä parhaiten. Bakteriaaliset
oksidaasit ovat kokoelma erityypppisiä hemoproteiineja, jotka sisältävät useita
erityyppisiä hemejä ja useimmiten myos kuparia. Kaikkien oksidaasien funktio
o" toitèntin samá: hapen pelkistäminen vedeksi yhdistettynä energian tuottoon.
B. subtílis -bakteerin genomikirjastosta eristettiin c aar-tyypinsytokrlmroksidaasia
koodaavat rakennefeenit kahdella oligonukleotidikoettimella. Terminaaliset
oksidaasit ovat säilyneet evoluutiossa erittäin h$n, ja koettimet olikin suunnitel-
tu perustuen evoluutiossa erittäin hyuin säilyneisiin.ja tunnettuihin oksidaasi-
entiyymien proteiinisekvensseihin. Eristetty lokus r¡mettiin cra-lokukseksi. Se
msiííi viisi geeniä (ctaB-F), joista geenit ctaC, ctaD ja ctaV koodaavat mito-
kondriaalisiã alayksiköitä I,Ii¡a m vastaavia proteiineja. Alayksil'rkö II:n (ctaD'
geenin) C-terminaalinen pää sisältää kovalenttisesti sitoutuneen sytokromi c:n,
¡-ota aiemmin on löydetty vain termofiilisista bakteereista. ctaF-geenin tuote
ICOVn-ulayksikköj on bakteerispesifinen; alayksikön funktio on vielä epäselvä.
àtaB-geeru on hieman erillään muista geeneistä. Homologisia ctaB-geenejä on
lOydity useista bakteereistä, mutta þseistä geenituotetta ei ole toistaiseksi
eristetty. Aiemmin löydetty B. subtilís'n cta\-geeni paikannettiin myös cta'
lokukseen ctaB-geerun eteen.
B. subtilis'n cfa-lokuksen geenituotteita tarkasteltaessa vertailun kohteena
käytettiin Paracoccrn denitiftcans'n ja termofiilisen Bacillus-sukuun kuuluvan
pS3:n tunnettuja sytokromiôksidaasin alayksikkösekvenssejä sekä Escherichia
colinbo-ktnolioksidâasin alayksikkösekvenssejä. Vertailu osoitti, että8. subtilß'n
caar-oksidaasi on rakenteeliisesti lähempänä E. colin kinolioksidaasia kuin P.
denitriftcans' n aa r'sytokromioksidaasia.
B. subtilß'n tiedetään ekspressoivan ainakin kahta hemi A:ta sisältävää oksidaa-
sia. Toinen entsyymeistä õn aa3-ffiinkinolioksidaasi, joka ei sisällä kovalentti-
sesti sitoutunutta sytokromi c:tâ; toinen entsyymeistä on s¡okromi c:n sisältävä
caa3-tyypinsytokromioksidaasi. Voidaankin olettaa, että tåissä työssä eristetty cta-
lokus koodaa jälkimmäistä entsyymiä.
